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以下の群に分けた．Group S (Sham 群)は，腹部大動脈にカテーテルを挿入し 5秒
間のみバルーン拡張する群とした．Group I (Ischemia群)は，腹部大動脈を 15分
間バルーン閉塞する群とした．Group N (Non-oxygenated 群)は Group I と同様の
処置から 15 分後に未処理の人工髄液を用いて髄腔内を 1 時間灌流する群とし




処置から 48 時間後に脊髄障害に関して modified Tarlov score を用いて神経学的
評価を行い，その後安楽死処置を行った．また第 2，第 3腰椎レベルでの脊髄組
織を摘出し，正常前角細胞数変化を観察するための病理学的評価，網羅的遺伝子




虚血再灌流後 48時間の時点での modified Tarlov scoreは，Group O (3.8 ± 
0.4)では，Group I (2.0 ± 0.9)，N (2.6 ± 0.5)と比較してそれぞれ有意に神経学的機
能が保持されていた (P < 0.01)．また，病理学的評価において虚血領域の前角細
胞数は，Group I (2.7 ± 2.7)と比較して Group N (10.2 ± 2.2)，O (10.4 ± 2.2)におい
てそれぞれ有意に保持されていた (P < 0.01)．microarray 解析において，Group S
と比較して Group I において fold change が 2.0 以上の遺伝子を抽出したところ，
644 の遺伝子が抽出され，これらの遺伝子を用いた functional enrichment 解析を
行うと，33 の遺伝子がいずれも inflammatory response と有意な関係にある遺伝
子と示された．その遺伝子の中で，interleukin 6 (IL-6)と tumor necrosis factor (TNF)
の発現は，Group Iと比較して Group Oでシグナル値が抑制されていた．これら
遺伝子を検証するため，脊髄組織から RNA を抽出し，その RNA より cDNA を
作製し，これらを用いて定量的 PCR 解析を行うと，IL-6，TNF いずれも Group I




























































は諸説あるが，マイクロバブルよりもさらに小さい 1 μm 以下の液体内にとどま
る気泡とされ，それぞれのバブル内で高い内部圧を有することから多くの気体







溶解度を示す．具体的には松木らによると直径 1 μm の気泡内における気圧は 3 
atm と報告されている 22． 
本学での先行研究において，人工髄液の中にナノバブル酸素を発生させ，





































































 ・ナノバブル発生装置：MA3FS ASUPU株式会社，静岡 
 ・人工髄液：アートセレブ® 大塚製薬株式会社，徳島 
 ・血液ガス分析装置：epoc® SIEMENS，ミュンヘン，ドイツ 
ナノバブル発生装置の吸引管と排出管をアートセレブ®100ml に浸漬し，
気体酸素を 1 L/min の流量でナノバブル発生装置内に通気させ，15 分間アート
セレブ®中にナノバブルを発生させた．ナノバブル発生終了後，2分間静置して，
視認可能な泡がすべて消失した後，アートセレブ®内の酸素分圧を測定し，partial 
oxygen (PO2)が 750 mmHg以上であることを確認した．epoc®は，酸素分圧測定
可能上限が 750 mmHg までであり，今回の実験で使用した過飽和酸素化人工髄
液の酸素分圧はすべて PO2  750 mmHg以上であった．本研究においては，この
過飽和酸素化人工髄液を作製後すぐに使用しているが，実際にシリンジ内で 5時











実験には計 20 羽の日本白色種家兎(オス，体重 2.89 ± 0.06 kg)を使用
し，以下の 4群を設定し，検証した．図 3に実験のシェーマ，ならびに各群の条
件設定を表 1に記した． 
 ・Sham 群 (Group S) 
  髄腔内カテーテル留置と 5秒間の大動脈内バルーン閉塞 
 ・虚血群 (Group I ; Ischemia) 
  髄腔内カテーテル留置と 15分間の大動脈内バルーン閉塞による脊髄虚血 
 ・人工髄液非酸素化群 (Group N; Non-oxygenated) 
  髄腔内カテーテル留置と 15分間の大動脈内バルーン閉塞による脊髄虚血誘
導後，大動脈遮断解除 15分経過後から 1時間の非酸素化人工髄液の髄腔内
持続注入 










3.0％イソフルラン吸入にて維持し，必要時に 50 mg/kg のケタミン塩酸塩の筋肉
内注射を追加した．呼吸は自発呼吸であり，気管内挿管および人工呼吸器の装着
は行わなかった．手術操作の間は乳酸加リンゲル液(ラクテック® 大塚製薬株










グした．腎動脈下腹部大動脈をバルーンで閉塞する約 10 分前にヘパリン 100 
U/kg を静注した．右大腿動脈に小切開を加え，そこから 4Fr Fogarty occlusion カ
テーテル(Edwards Lifesciences, CA, USA)を頭側に向けて進めた．先端が鼠径靭帯
から 15 cm 進んだ位置まで挿入した後，バルーンを拡張し腎動脈下腹部大動脈
を閉塞させた．この家兎脊髄虚血再灌流モデルは多くの論文にて報告されてお





したのちにカテーテル，点滴ラインを抜去した．Group N，Group O においては
大動脈遮断解除 15 分後，先に髄腔内に挿入したカテーテルから人工髄液を
5ml/hr にて持続注入し 1 時間髄腔内灌流した．投与中は注入圧をモニタリング







続いて可及的に第 12 胸椎と第 6腰椎の椎弓を除去し，この間の脊髄を頭側から
尾側に向けて押し出すことで脊髄を摘出した．実験動物総数 26羽の中で，肉眼
上髄腔内カテーテル挿入による脊髄への外的損傷が明らかな個体は 6 羽認めら















 ・Group S ； 髄腔内カテーテル挿入時 
 ・Group I ； 髄腔内カテーテル挿入時，15分虚血終了時，遮断解除 75分後 
 ・Group N ； 髄腔内カテーテル挿入時，15分虚血終了時， 
人工髄液持続注入開始 60 分後 
・Group O ； 髄腔内カテーテル挿入時，15分虚血終了時， 






間の時点で，以下のような modified Tarlov score27に従って評価を行った． 
 1＝ わずかな動きのみ 
 2＝ 補助にて座位可能 
 3＝ 単独で座位可能 
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 4＝ 弱い跳躍 
 5＝ 正常な跳躍 
Ⅳ-3-3) 病理学的評価 
実験動物を犠牲死させた後，速やかに脊髄組織を摘出し，10％中性緩衝
ホルマリン液 (和光純薬株式会社，大阪)に 1 週間以上浸漬させ，組織固定した．
その後，脊髄組織を短軸方向に切離し，段階的に脱水した後，パラフィンワック
スにて包埋標本とした．それを薄切して，厚さ 5 μm のプレパラート標本を作製
し，Hematoxylin-Eosin (H-E) 染色を施した．病理学的評価は，群分けの結果を知
らされていない病理医によって行われた．H-E 染色標本のうち，第 2 および第
3 腰椎レベル (L2，L3)の横断面において，前正中裂と後正中溝を結ぶ線と，そ
れと脊髄中心管を通って直行する線で，脊髄組織を 4分割した．そのうち，脊髄
前角を含む 1 領域における脊髄前角細胞の数を計測した (図 6)．脊髄前角細胞
は正常では大型細胞であることから，判定は神経膠細胞の核から 4 倍の大きさ
を有する細胞のみを対象として，数の計測を行った．正常前角細胞は円形，好塩
基性の核を有し，多角形の細胞体であることで判定し，また dark neuron と呼ば
れる塩基性細胞は標本固定時のアーチファクトであると判定し正常細胞とみな
した．変性脊髄前角細胞は好酸性細胞 (red neuron), 核の消失，クロマチン融解
像の所見をもって変性細胞と判定した．正常脊髄前角細胞とみなした大型細胞
の数を病理学的評価とした． 






おいた RNAlater™-ICE frozen tissue transition solution (Life Technologies, Carlsbad, 
CA)へ浸し，-20℃で 24時間保存した．その後，液体窒素を用いてすり鉢でホモ
ジナイズした．続いてそのサンプルを RNeasy mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany)
で DNase 処理ならびに RNA 抽出をプロトコールに従い各群のサンプルにて行




た 0.8％アガロースゲルで 28S ならびに 18S ribosome RNA にて構成されている
ことを確認した．microarrayは，アジレント社 (Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA)1 色法を用いて行った． rabbit origo 4 × 44k DNA microarray (Agilent 
Technologies; 020908)を採用した．cyanine3-ラベル化 cRNAを合成し，RNeasy mini 
kit (QIAGEN)を用いて精製した．nanodrop を用いた分光分析法にて cRNA1.65μg
以上，Cy3-CTP 取り込み率が 6 pmol/μgであることを確認した．各群のラベル化
cRNA をそれぞれガスケットスライド(Agilent Technologies; G2534-60011)に滴下
し，アレイスライドをセットしたのち，hybridization oven (Agilent Technologies; 
G2545A)で 65℃，17 時間 hybridization した．その後スライドを 10％Triton X-102
を添加した gene expression wash buffer (Agilent Technologies; 5188-5975)を用いて
洗浄し，Agilent microarray スキャナシステム (Agilent Technologies)を用いて解析
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した．スキャンしたデータは feature extraction ver.10.7.3.1 (Agilent Technologies)を
用いて数値化した．genespring ver.14.5 (Agilent Technologies)にて 75 percentile に
てデータの normalization を行った．各 probe において non detected または
compromised は除外した． 
次に増加または減少した遺伝子群が、どの遺伝子セットに多く含まれて
いるかを調べるために施行した functional enrichment 解析は，DAVID ver6.8 (The 
database for annotation, visualization and integrated discovery)を用いて行った． 
Group I / Group S において fold change 2.0以上の Group Iで高発現の遺伝子を抽
出し分析した． 
Ⅳ-3-5) 定量的 PCR 解析 
microarray のデータを検証するために，定量的 PCR 解析を行った．各群
3 検体ずつの抽出された RNA1 μg から cDNA を作成した．Microarray にて発現
上昇が認められた項目のうち，脳神経系の虚血再灌流障害にて上昇することが
すでに証明されている IL-1β，IL-6，TNF を定量的 PCR 解析することとした．
primer は IL-1β (Oc03823250s1)，IL-6 (Oc04097051m1)，TNF (Oc03397715m1)を
Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)より購入した．作成した各群の cDNAそ
れぞれに各 primer，TaqMan universal master mix II (Applied Biosystems; 4440043)を
混合し各ウェルに 30 μl 滴下した．内因性コントロールとして GAPDH (Applied 
Biosystems; Oc04097051m1)を使用した．増幅プログラムはすべての物質において，




2-ΔΔCT (ΔCT = Ct [Target] – Ct [GAPDH], ΔΔCT = ΔCt [Target] – average ΔCt [Sham]) 
Ⅳ-3-6) 統計学的評価 
すべてのデータは平均値±標準偏差で示した．周術期に関する連続変数
データは Kruskal-Wallis test にて解析した．脳脊髄液の酸素分圧値，前角細胞数，
modified Tarlov score は各群それぞれ Mann-Whitney U test にて解析し Bonferroni
法による補正を行った．定量的 PCR 解析による ΔΔCT 値は，多重比較として
Tukey-Kramer法を用いた。統計解析はすべて JMP Pro 13.0.0 software (SAS Institute, 







素分圧は，Group I，N，O，S で 130.3 ± 16.6，138.0 ± 13.3，130.0 ± 26.7，132.3 ± 
31.3 mmHgであり各群での個体差は認めなかった（P = 0.82）．Group I において
は，処置前と比較して，虚血再灌流から 75分後の脳脊髄液酸素分圧が 85.3 mmHg
と処置前と比較して有意差をもって低下していた (P < 0.01)．一方，Group Oに
おいては，60 分の過飽和酸素化人工髄液灌流後の脳脊髄液酸素分圧は 134.8 ± 
19.8 mmHg と処置前と比較して軽度の上昇にとどまっていた．しかし，大動脈
遮断解除 75分後における各群での脳脊髄液酸素分圧を比較すると，Group I (85.3 
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± 10.0)，Group N (103.3 ± 15.0)と比較して Group O(134.8 ± 20.0)が有意差をもって







modified Tarlov score を用いて行われた (図 8)．modified Tarlov scoreを連続変数
とみなすと，Group I，N，O，S における平均スコアはそれぞれ，2.0±0.9，2.6±
0.5，3.8±0.4，5.0±0 と Mann-Whitney U検定と Bonferroni 法による補正で，Group 
Oで Group I，Nと比較して有意にスコアが高かった (P < 0.01，P < 0.05)．Group 
Nと Group Iの比較において，Group Nでスコアが高い傾向ではあったが，有意





て行った (図 9，10，11，12)．1 領域当たりの平均脊髄前角細胞数は Group I，
N，Oにおいて，それぞれ L2 では 2.7 ± 2.7，10.2 ± 2.2，10.4 ± 2.2とMann-
Whitney U検定と Bonferroni 法による補正で Group N，O では Group Iと比較し
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て有意に正常脊髄前角細胞数が保持されていた (P < 0.01) (図 13). L3において
は 1.4 ± 1.0，6.8 ± 1.4，6.8 ± 0.7と L2 と同様 Group Oと Group I の間に有




Group I / Group S において fold changeが 2.0 以上の遺伝子を抽出したと
ころ，644 の遺伝子が抽出された．これらの遺伝子を functional enrichment 解析
を行った．gene ontology における biological process のカテゴリーでは，
inflammatory response (GO:0006954)，positive regulation of I-kappa B kinase/NF-kappa 
B signaling (GO:0043123)，cellular response to mechanical stimulus (GO:0071260)で
の強い相関性が認められた (表 3)．inflammatory response では計 18 の遺伝子が
抽出され，その中での functional category において cytokineに属するものが 10項
目認められた．この 10項目における各群での fold changeを表 4に示す．いずれ
の項目においても Group I/ Group S において fold changeが 2.0以上である一方，
Group N/Groupや S Group O/Group S では fold changeが 1.0前後と発現上昇が比
較的抑制されていた．これら 10 項目と各群で heat map で示した図 15 で明らか
なように，Group Iにてこれら炎症性サイトカインの発現上昇が認められる一方，
Group N,Oではそれらが比較的抑制されている所見が認められた． IL-6，TNF，




定量的 PCR 解析の結果を図 19，20，21 に示した．IL-6，TNF において
は，microarray の結果と同様に group Iと比較して Group Oでは Tukey-Kramer法
による多重比較で統計学的有意差をもって発現の抑制が認められた（P < 0.05）．
IL-1β においては，Group Oにて比較的発現抑制は認められたが有意差は認めら
























して，Group Iにおいて，大動脈遮断解除 1 時間後の脊髄液酸素分圧計測では酸
素分圧が大動脈遮断解除前までの上昇は得られず，むしろ有意差をもって低下
をきたしていた (図 7)．また、神田らの報告では 19，過飽和酸素化人工髄液投与
前に脳脊髄液酸素分圧が 140.5 ± 46.5 mmHg であったものが過飽和酸素化人




















内 pO2 の低下を報告している 30．Lips らのデータでは，大動脈遮断後髄腔内の
pO2モニターの値が 40 mmHg 前後から 20 mmHg前後に低下，Ishizaki らのデー






































は，ischemic core，penumbra，region of benign oligemia の 3つ領域があると考え
られているが，これらの領域のうち，penumbra 状態の神経組織は，酸素供給状
態によって ischemic core へ移行していく可能性のある部位である一方，早期虚
血改善により治療が期待できる部位でもある 41, 42．従って，本研究の治療のター
ゲットとしてはこの血流再開後 penumbra状態で相対的な虚血状態となっている
脊髄組織と考えられる．penumbra から ischemic core へ広がってしまう要因とし
て，excitotoxicity，spread of depression，oxidative stress，inflammatory response が
関連していると報告されている 40．その中でも Iadecolaら 43は，病理生物学的に
Inflammatory response が脳虚血における重要な因子であると評価している．これ
らの炎症反応が起こるメカニズムとしては，障害を受けた神経細胞から ATP，
UTP の nucleotideが放出され，それらが microgliaや macrophageの受容体へ結合
し，それらが IL-1β，IL-6，TNF などの proinflammatory cytokines を産生するとさ
れている．これらによる細胞障害により細胞死を来たし，これらから danger 
associated molecular pattern molecules (DAMPs)を形成し，さらにこれらが
microglia や macrophage の toll-like receptor を刺激し，炎症を誘導するという





量的 PCR 解析においても，Iadecolaらが報告したものを裏付けるように Group I
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において IL-6，TNF の発現上昇が認められた．一方，Group Oにおいては，これ
らの発現は有意差をもって抑制されていた．これらのデータから，酸素投与によ
り抗炎症作用がもたらされたことが推察される．また興味深いことに，Group N
においても有意差はないものの Group I と比較し IL-6，TNF が低下傾向であっ




虚血前は 138.0 mmHg に対して非酸素化人工髄液灌流後は 103.0 mmHg とむしろ
有意差をもって低下傾向であった．またそれと連動して Modified Tarlov scoreに
よる神経学的評価において Group Oで 3.8±0.4，Group Nで 2.6±0.5，Group Iで
2.0±0.9 と酸素濃度依存性の改善傾向があり酸素消費と神経細胞の保持の可能
性が示唆された．また，各グループにおいて L2 と L3 の間には有意差は認めな




















あることから double lumen カテーテルは挿入できず，その代替として髄腔内圧
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   上段 損傷のない正常の脊髄組織 
   下段 髄腔内カテーテル挿入時に損傷したと思われる脊髄組織．このよ
うな脊髄損傷が認められた場合は除外とした． 
図 5：脳脊髄液サンプリングポイントの時間軸 
図 6：脊髄前角細胞計測部位（H-E染色 ×40） 
   前正中裂と後正中溝を結ぶ線と，それと脊髄中心管を通って直行する線






Group O においては，軽度上昇している． 
7B 脳脊髄液採取ポイント別の脳脊髄液酸素分圧の推移．人工髄液灌流




Mann-Whitney U 検定と Bonferroni 法による補正を行った． 
*：P < 0.01 †：P < 0.05 
図 8：modified Tarlov scoreを用いた虚血再灌流 48時間後の神経学的評価 
   1 ＝ わずかな動きのみ 2 ＝ 補助にて座位可能 
   3 ＝ 単独で座位可能  4 ＝ 弱い跳躍         5 ＝ 正常な跳躍 
   Group Oは Group I，Nと比較して有意に神経学的機能が保持されていた．
また，Group N は Group Iと比較すると有意に神経学的機能が保持されて
いた． 
   Mann-Whitney U 検定と Bonferroni 法による補正を行った． 
*P < 0.01; † P < 0.05; ‡P = 0.279 
図 9：Group S における脊髄前角所見 (H-E染色 ×200) 
   正常な脊髄前角細胞が多く確認された． 
図 10：Group Iにおける脊髄前角所見 (H-E染色 ×200) 
   前角細胞からは核が脱落しており，一部に出血が認められる．変性した前
角細胞が多数確認された． 
図 11：Group Nにおける脊髄前角所見 (H-E染色 ×200) 
   Group Iと比較して比較的多数の形態を保持した脊髄前角細胞が認められ
る一方，変性途中と考えられる形態変化した前角細胞も散見された． 
図 12：Group Oにおける脊髄前角所見 (H-E染色 ×200) 




図 13：第 2腰椎 L2 レベルにおける正常脊髄前角細胞数の比較 
   Group Iでは他の群と比較して有意に正常前角細胞の数が減少していた． 
   Mann-Whitney U 検定と Bonferroni 法による補正を行った． 
   *P < 0.01 versus Group I 
図 14：第 3腰椎 L3 レベルにおける正常脊髄前角細胞数の比較 
   Group OはGroup Iと比較して有意に正常脊髄前角細胞が保持されていた．
Group Nにおいては Group Oと同様に正常前角細胞が Group Iと比較して
多数認めるものの有意差はなかった． 
   Mann-Whitney U 検定と Bonferroni 法による補正を行った． 
*P < 0.01 versus Group I  †P < 0.05 versus Group I 
図 15：microarray 解析によるシグナル値において Group I／Group S での fold 
changeが 2倍以上の遺伝子のうち、inflammatory responseと cytokineのカ
テゴリーの遺伝子での群における heat map での比較 
図 16：microarray 解析における各群の IL-6 における processed signal 値の比較． 
図 17：microarray 解析における各群の TNF における processed signal 値の比較． 
図 18：microarray 解析における各群の IL-1β における processed signal 値の比較． 
図 19：定量的 PCR 解析における各群の IL-6における ΔΔCT値の比較．Group O
においては Group Iと比較して有意に遺伝子発現が抑制されていた． 
   多重比較として Tukey-Kramer法を用いた． 
*P < 0.05 versus Group O 
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図 20：定量的 PCR 解析における各群の TNF における ΔΔCT値の比較．Group O
においては Group Iと比較して有意に遺伝子発現が抑制されていた． 
   多重比較として Tukey-Kramer法を用いた． 
*P < 0.05 versus Group O 
図 21：定量的 PCR 解析における各群の IL-1β における ΔΔCT 値の比較．Group 
OにおいてはGroup Iと比較して軽度遺伝子発現が抑制されている傾向は
認められたが有意差は認めなかった． 
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Ⅻ．図 
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